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　Abstract:　Ice cores recovered from ice sheets contain microorganisms that were 
transported to the surface of the ice sheet along with airborne dust.　The abundance of 
microorganisms in ice cores, as measured by direct cell count under a fluorescence 
microscope, is generally lower than that in other aquatic environments.　It is possible that 
the abundance of microorganisms in ice cores is underestimated due to the degradation of 
fluorescent dye or because non-specific fluorescence from mineral particles inhibits the 
fluorescence signal from microorganisms.　To investigate this possibility, we tested 4 
types of antifade solution and 19 types of fluorescence dye, and selected the best 
combination in terms of prolonging the fluorescent signal from microorganisms and 
distinguishing biological signals from noise produced by non-specific particles.　The 
results show that the optimal combination of solution and dye for cell counts of scarce 
microorganisms in ice cores is the nuclear acid dye “YOYO-1” (Molecular ProbesⓇ) and 









の結果，退色防止試薬には EverBrite Mounting Medium（Biotium製），蛍光染色試
薬には YOYO-1（Molecular ProbesⓇ）が最も適していることがわかり，鉱物が混
入する場合は濃度をやや高めに調整することで定量性が高くなる事が示された．
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1．　は じ め に
　氷床アイスコアは，過去数十万年以上の気温や大気の環境変動の記録を明瞭に保存してお
り（Watanabe et al., 2003），大気輸送されてきた鉱物粒子などの風送粒子は乾燥化が進んだ
氷期の末期に多くなることが報告されている（Fujii et al., 2003）．このような氷期末期のア
イスコア試料には，微生物も風送粒子と同じタイミングで氷床に多く堆積している可能性が
ある（Abyzov et al., 1998）．氷床に飛来してくる風送粒子の量や発生源は氷期と間氷期とで











































光装置のミラーユニットには U-MNUA2, U-MNIB3, U-MWIGA3の 3種をそれぞれ蛍光染色
試薬の励起及び蛍光特性に合わせて選択した（表 1）．U-MNUA2と U-MWIGA3はバンドパ
スフィルターユニットで，それぞれダイクロイックミラー 400 nm, 570 nm, 励起フィルター
360‒370 nm, 530‒550 nm, 吸収フィルター 420‒460 nm, 575 nm‒625 nmにより構成されてい
る．また U-MNIB3はロングパスフィルターで，ダイクロイックミラー 505 nm, 励起フィル
ター 470‒495 nm, 吸収フィルター 510 nm以上で構成されている．
2.2.　染色の評価方法
2.2.1.　退色防止試薬の選定
　退色防止試薬には，Slow Fade Antifade, SlowFade Gold（Molecular probesⓇ），VECTASHIELD 
（Vector Laboratries製），EverBrite Mounting Medium（Biotium製）の 4種を用いた．選定には
1倍濃度の SYBR Green（Molecular ProbesⓇ），独立行政法人理化学研究所，バイオリソースセ
ンター微生物材料開発室（Japan Collection of Microorganisms: JCM）より提供された Methylo- 
bacterium radiotolerans（JCM 2831）株を使用した．フィルター上の試料に励起光を当て始めた











　選定には JCMより提供されたグラム陽性菌の Bacillus subtilis（JCM 2499）と Methylobac- 
terium extorquens（JCM 2802），グラム陰性菌の Paenibacillus alginolyticus（JCM 9068）と Pseu- 
domonas alcaligenes（JCM 20561），アーキアの Halobacterium salinarum（JCM 8978）と Meth- 









濃度不定の Methylobacterium extorquens（JCM 2802）株懸濁液をそれぞれ等量加え，蛍光染
色試薬には濃度 1倍と 5倍の YOYO-1，退色防止試薬には EverBriteを使用して，それぞれ
5視野分の計測を行った．
表 1　選定を行った 19種類の蛍光染色試薬と観察に用いたミラーユニット





　図 1に，4種類の退色防止試薬の励起光照射前から励起光照射開始 5分後と 10分後の退色
耐性率の変化を示す．この結果から，すべての退色防止試薬について，照射時間が長くなる
ほど退色耐性率が減少していることが明らかになった．今回選択した 4種類の退色防止試薬
の中では，EverBrite Mounting Mediumが 5分後，10分後共に最も安定して退色耐性率が高かっ
た．このため，以降の実験における退色防止試薬には，EverBrite Mounting Mediumを使用した．
3.2.　蛍光染色試薬の選定
　図 2に，12種類の核酸染色試薬と 1種類のタンパク質染色試薬，図 3に，6種類の細胞膜
染色試薬の励起光照射開始 5分後と 10分後の退色耐性率の変化を示す．この結果，SYTO-9，
SYBR Green II，LDS751，FM4-64，FM4-64FX，FM5-95の 6種は，5分後には完全に蛍光シグ
ナルを検出することができなくなっており，DAPI，FM2-10では10分後には検出不可能であっ
た．また，多くの蛍光染色試薬において 5分後には照射前の 60‒80%程度，10分後には 30‒
図 1　4種類の退色防止試薬の励起光照射から 5分後，10分後の
退色耐性率．エラーバーは 5サンプルの標準偏差．
Fig. 1.  Antifade ratio of four types of antifade solution after 5 and 10 minutes 







　図 4に，膜構造の異なるグラム陽性菌（Bacillus subtilis, Methylobacterium extorquens），グラ
ム陰性菌（Paenibacillus alginolyticus, Pseudomonas alcaligenes），アーキア（Halobacterium sali- 
narum）を含む 5種の培養株を，YOYO-1と FM1-43FXでそれぞれ染色した時のカウント数を
示す．この結果，Bacillus subtilisではカウント数は両者で同程度であったが，Methylobac- 
terium extorquensと Pseudomonas alcaligenesでは FM1-43FXが若干多く，Paenibacillus algin- 





Fig. 2.  Antifade ratio of 12 types of nuclear acid dye and 1 protein dye after 5 and 10 
minutes of excitation (light absorption).  Error bar＝one standard deviation.
63アイスコアサンプルを対象とした微生物定量方法の検討
数が異なる場合があることが示された．今回の観察では，培養株の内部に核酸は存在しない
が細胞膜だけが存在している状態のものも多く，Methylobacterium extorquensと Pseudomonas 
alcaligenesでは細胞膜だけの遺骸も計測していたため，若干多めに計測していたと考えられ





るタンパク質，糖タンパクなどで構成されている．Paenibacillus alginolyticus, Halobacterium 
salinarumで膜染色がされなかった理由は，これらの細胞壁の構造に起因している可能性が
あるが，すべてのグラム陰性菌，アーキアが膜染色されないわけではない．本研究では，グ






Fig. 3.  Antifade ratio of six types of cell membrane dye after 5 and 10 minutes of 







の鉱物を入れた場合でも YOYO-1濃度 1倍（最終濃度 20 nM）では著しいカウント数の減少





されており（Morono et al., 2009），これらが微生物の発する蛍光シグナルと類似していると，
識別が困難な場合がある．本研究では，非特異的な蛍光と微生物からの蛍光を区別するため
図 4　5種類の培養菌株の核酸染色試薬 YOYO-1と膜染色試薬 FM1-43FXで
のカウント数の違い．エラーバーは 5サンプルの標準偏差．
Fig. 4.  Comparison of fl uorescence count between YOYO-1 and FM1-43FX in gram positive 


















図 5　Methylobacterium extorquens細胞懸濁液に 3種類の鉱物を
混入させた時の YOYO-1濃度変化によるカウント率
Fig. 5.  Fluorescence count ratio of Methylobacterium extorquens isolate with 







　これまで，アイスコアや氷床下湖の凍結氷中における微生物の染色には SYBR Green 1（Karl 
et al., 1999），SYBR Gold（Christner et al., 2005, Zhang et al., 2008），Live/Dead BacLight bacteria 
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